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(57) Abstract 

The invention concerns a process for the photochemically induced immobilization of biomolecules (protein molecules, nuc- 
leic acids, lipids, carbohydrates). The process makes it possible to immobilize biomolecules by covalent bonding in molecular lay- 
ers on "inert" substrates. The bonding reaction is activated by light irradiation in the absorption region of photo-activatable rea- 
gents or by supplying the appropriate amount of electrical energy and therefore is not aggressive. Substrates (e.g. glass, organic or 
inorganic plastics, silicon films, mica) are pre-treated by prior art methods in such a way that they can be derived with hetero-bi- 
functional photo-activatable wetting-agent molecules. Multiple-derived polymers can also be used as linker molecules to simul- 
taneously bond ligand and substrate. Diazirines or aryl azides, for instance, can be used as the photo-activatable function. The 
chemical properties of the non-photo-active heterofunctions depend on the functional groups with which the substrate or linker 
molecules were previously derived (e.g. amino, carboxyl, thio groups). Coating the substrate with a hetero-bifunctional wetting- 
agent molecule gives a substrate with a photo-active surface coating. Owing to the high reactivity of the photo-generated interme- 
diate products (carbenes, nitrenes), biomolecules of different chemical composition are covalently bound by light activation of the 
substrate, without the need for limiting reaction conditions. Length of irradiation time and intensity and wavelength of the light 
used (i.e. the energy used), as well as the frequency of occurrence of the photo-activatable groups on the substrate (packing densi- 
ty) determine the bonding efficiency and the size of the area occupied. 



(57) Zosammenfassong Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur photochemisch induzierten Immobilisienmg von Biomole- 
kfilen (EiweissmoIekOlen, Nukleinsauren, Lipiden, Kohlehydraten). Das Verfahren ermSglicht die kovalente Immobilisierung 
yon Biomolekttlen in molekularen Schichten an "inerte" Tragermaterialien. Die Kopplungsreaktion wird durch U(±teinstrahlung 
im Absorptionsbereich der photoaktivierbaren Reagentien oder durch Applikation der entsprechenden elektrischen Energie aus- 
gelSst und ist deshalb sehr schonend. Trigermaterialien (z.B. Glas, organische oder anorganische Kunststoffe, SUiziumschichten, 
Glimmer) werden nach bekannten Verfahren derart vorbehandelt, dass sie mit heterobifunktionellen, photoaktivierbaren Vernet- 
zermolekulen deriviert werden kdnnen. Ebenso kdnnen mehrfach-derivierte Polymere als LinkermolekQle zur gleichzeitigen 
Kupplung von Ligand und Tragermaterial eingesetzt werden. Als photoaktivierbare Funktion werden beispielsweise Diazirine 
oder Arylazide verwendet Die chemischen Eigenschaften der nicht photoaktiven Heterofunktionen richten sich nach den funk- 
tionellen Gruppen, mit denen dasTragermaterial oder das Linkermolekfll vorgangig deriviert wird (z.B. Ammo-, Carboxyl-, 
Thiolfunktion). Durch Belegung des Tragers mit einem heterobifunktionellen Vernetzermolekul resultiert ein Tragermaterial mit 
photoaktiver Oberflachenbeschichtung. Aufgrund der hohen Reaktivitfit der photogenerierten Intennaediarprodukte (Carbene, 
Nitrene) werden BiomolekOIe mit unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung ohne Vorgabe einschrankender Reaktionsbe- 
dingungen durch Iichtaktivierung des Tragers kovalent gebunden. Dauer und Abmessung des eingestrahlten Lichtes (Energie), 
aber auch die Haufigkeit der photoaktivierbaren Gruppen auf dem Tragermaterial (Belegungsdichte), bestimmen die Kupplungs^ 
effizienz und die Grdsse des zu belegenden Bereiches. 
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BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG 

Verfahren zur lichtinduzierten bnmobilisierung von Biomolekfilen an cfaemisch "inerten" 

Oberfldchen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur lichtinduzierten bnmobilisierung von Biomolekfilen 
in monomolekularen Schichten unter Verwendung von photoaktivierbaren Arylaziden oder 
Diazirinen als molekulare Klebstoffe. 

Ausgeldst durch die schnelle Entwicklung und Miniaturisierung von bioanalytischen Methoden 
einerseits, und den Fortschritten der Biosensortechnik andererseits besteht ein reges Inte- 
resse, die Wechselwirkung zwischen Biomolekfilen und Oberfl&chen organisch-synthetischer 
oder anorganischer Natur besser zu verstehen. Gleichwertig in der Bedeutung ist die 
Entwicklung von Methoden zur wirksamen, chemisch stabilen Kopplung von Biomolekfilen an 
TrSgermaterialien, wobei erstere weder chemisch vorbehandelt noch extremen 
(Kopplungs)Reaktionsbedingungen ausgesetzt werden mfissen, Analytisch/diagnostische Verfah- 
ren und die Herstellung von oberfl&chen-aktiven Biosensoren erfordern eine geeignete Ver- 
ankerung der Wirkstof fe in monomolekularen Schichten. Weil die Oberf ISchen vieler, zu die* 
sem Zweck bisher eingesetzten TrSgermaterialien keine oder wenig geeignete chemisch 
reaktive Funktionen besitzen, wurden BiomolekQle bisher meist oberfl&chendeckend mittels 
gruppenspezifischen Modifikationsreaktionen an vorbehandelte Trdgermaterialien gebunden. 
Cbemische Immobilisierungen dieser Art sind grundsdtzlich mdglich. Das Verfahren setzt je- 
doch das Vorhandensein von funktionellen Gruppen voraus, die sich gezielt aktivieren lassen. 
Zudem kann die monomolekulare Belegung von Oberfldchen mit bisher verwendeten Verfah- 
ren lediglich oberflSchendeckend durchgeffihrt werden (bulk-Verfahren). 

Es ist das Ziel der Erfindung makromolekulare Stoffe, insbesondere BiomolekQle y regiospezi- 
fisch und topologisch orientiert an chemisch "inerte" Oberfldchen zu binden. Es sollen 
Methoden aufgezeigt werden, die erlauben, monomolekulare Schichten von biologisch aktiven 
Wirkstoffen (EiweissmolekQJe, Nukleinsfiuren, Kohlehydrate, Lipide, niedermolekulare Wirk- 
stof fe) Qber geeignete Vernetzer an festen Phasen (Trdgermaterial) von unterscbiedlicher 
chemischer Natur zu immobilisieren. Zur kovalenten Immobllisierung sollen photoaktivierbare 
VernetzermolekQle einges tzt werden. Photoaktivierbare Reagentien sind den thermo-chemi- 
sdxen Vernetzungsreakti nen Oberlegen, weil die Reakti n photo-optisch oder durch gezielte 
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Applikati n lektrischer Energi bezQglich Ort und Abmessung selektioniert und die 
Kopplungsreaktion zeitlich kontrolliert ausgel6st werden kann. 

In der vorliegenden Arbeit werden zwei Verfahren beschrieben, deren Anwendung die photo* 
chemische Immobilisierung von BiomolekOlen an "Inerten" Trftgern zur Folge hat. Die kova- 
lente Bindung der BiomolekQle an den Trflger erfolgt fiber photogenerierte Carbene oder 
Nitrene. Carbene, ebenso wie Nitrene sind chemisch ftusserst reaktive Zwischenprodukte. Sie 
sind geeignet, BiomolekQle durch Insertionsreaktionen in C-H, C-C, OC, N-H t O-H, S-H 
Bindungen kovalent zu binden. Das resultierende breitgef&cherte Reaktionsspektrum der 
photogenerierten Carbene und Nitrene Qbertrifft deshalb die thermo-cbemischen Modlfi- 
kationsreaktionen bezQglich den erforderten Reaktionsbedingungen. Durch Einsatz von 
Laserlichtquellen oder durch Applikation der, zur Aktivierung der reaktiven Funktionen er- 
for der lichen Energie, konnen kleinste Oberfl&chen selektiv aktiviert und mit BiomolekOlen 
monomolekular belegt werden. 

Die photochemisch induzierte Immobilisierung von BiomolekOlen kann, unter Verwendung 
eines mehrfach derivierten Linkermolekols in einem einzigen Reaktionsscbritt erfolgen. 
Anderseits kann ein zweistufiges Verfahren durchgefOhrt werden. Letzteres setzt die kova- 
lente chemische Kopplung eines (niedermolekularen) VemetzermolekOls an den Tr&ger 
voraus. 

Das erstgenannte, einstufige Kopplungsverf ahren besteht aus den folgenden Teilschritten. 

1. Ein Linkermolekul (z.B. ein synthetiscbes oder natOrliches Polymer) wird mit heterobi- 
funktionellen, photoaktivierbaren VernetzermolekOlen (z.B. 3-(TrifluoromethyI)-3-(ra- 
isothiocyanophenyDdiazirin oder 3-(Trifluoromethyl)-3-<m-aininophenyl) diazirin) mehr- 
fach deriviert (= Pbotolinkerpolymer). 

2* Das Photolinkerpolymer wird auf die "inerte" Oberflfiche aufgetrocknet* 

3. Zu immobilisierende BiomolekQle werden geUtet auf die photolinker-belegten Oberflfiche 
aufgetragen. Das LGsungsmittel wird partiell oder gfinzlich entfernt* 
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4. Durch Einstrahl n v n Licht mit geeigneter Wellenl&nge (Dlazlrine: 350 nm) werden 
die photoaktivierbaren funktionellen Gruppen aktiviert und die Kopplungsreaktion aus- 
gelOst. 

5. Nacb erfolgter Photokopplung werden nicht-gebundene BiomolekQle durch mehrmaliges 
Wascben der Oberflftcbe (z.B. durch Filtration) entfernt. Mit dlesem Schritt kdnnen 
gleicbzeitig Begleitsubstanzen (Pufferkomponenten, Salze, Detergentien) ausgetauscht 
Oder aus dem System entfernt werden 

Fur das zweistufige Inunobilisierungsverfahren sind die folgenden Teilschritte notwendig: 

1. Das Tragermaterial (z.B. Glas, polymere Werkstoffe, Siliziumoxid, Glimmer) wird nach 
bekannten Verfahren mit funktionellen Gruppen belegt (z.B. Einffihrung von primfiren 
Oder sekunddren Aminen, Carboxylgruppen, Thiolfunktionen). 

2. Der art modifiziertes Tragermaterial wird mit beterobifunktionellen photoaktivierbaren 
VernetzermolekQlen (z.B. p-Azidophenyl-isothioqyanat, 3-(trifluoromethyl)-3-(m- 
isothiocyanophenyDdiazirine, p-Azidoanilin, 3-(txifluoromethyl)-3-(m-amino- 
phenyDdiazirine oder N-(4~Azidophenylthio)-phthalimid) deriviert und zum photoaktivier- 
baren Trflger umgesetzt, 

3. Zur Immobilisierung werden die BiomolekQle durch Eintauchen in Ldsungen, durch Auf* 
tropfen (Adsorption) oder mittels elektropboretischen Methoden (Elektroblotting) mit 
dem photoaktivierbaren Tragermaterial in Kontakt gebracht. 

4. Durch Einstrahlen von Licht definierter Wellenlfinge oder Applikation der entsprecben- 
den Energie (Arylazide 260 nm; Diazirine 350 nm) werden die Trfiger unter Inertgas 
aktiviert. Damit wird die Kupplungsreaktion ausgelflst. 

5. Nacb erfolgter Kupplung werden nicht-gebundene BiomolekQle durch mehrmaliges 
Waschen des Trfigers oder durch Filtration entfernt. Bei diesem Schritt kdnnen gleicb- 
zeitig Begleitsubstanzen (Pufferkomponenten, Salze, Detergentien) ausgetauscht oder 
entfernt werden. 
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6. Damit sind die mit BiomolekOlen belegten Tr&ger zur Anwendung bereit. Falls das 
Trigermaterial durch regioselektive Aktivierung der Oberfl&che regiospezifisch mit 
mehreren BiomolekOlen (z.B. Rezeptoren, Enzymen, bnmunoreagenzien) belegt werden 
soil, kflnnen die Schritte 3 bis 6 mehrfach wiederbolt werden. AnwendungsmGglichkei- 
ten sind in den PatentansprQcben 2 bis 6 umschrieben. 

Beispiel einer Anwendung des Einschritt-Kopplungsverf ahrens 

In Analogie zu bestehenden immunologiscben Verfahren kdnnen Proteine (Streptavidin, 
Inununoglobuline) und erstmals auch Nukleins&uren in einem erstaunlich einfachen Prozess 
kovalent auf Mikrotiterplatten immobilisiert werden. Das Vorgehen (PhotoLink) verlangt 
keine spezielle Vorbebandlung des zu bindenden BiomoIekOls und handelsObliche Trfiger- 
materialien (z.B. Nunc Immunoplate Maxisorp) kdnnen ohne Vorbebandlung verwendet wer- 
den. Mikrotiterplatten werden mit einem Polymer (Polypeptid) belegt, welches vorg&ngig 
mehrfach mit photoaktivierbaren funktionellen Gruppen bestOckt wurde (Photolinkerpeptid). 
Die Immobilisation erfolgt nach Belichtung durch Carbeninsertion. Die am TrfigermolekOl 
angebrachten photoaktiven funktionellen Gruppen (z.B. Diazirine) reagieren gleichzeitig mit 
dem zu bindenden Molekul (z.B. Protein, DNS, Immunoglobulin) und mit der zu belegenden 
Oberflfiche (zJB. Polystyrol). 



Herstellung des Photolinkerpeptides 

Rinderserumalbumin (80 mg) wird in 14 ml TEA/HAc-Puffer, pH 10.5 (100 ml H 2 0, 100 ml 
Aceton, 1 ml Triethylamin, 1 ml Essigsiure (2 M)) suspendiert und im Ultraschallbad 
beschallt bis die LGsung klar ist. Zu 24 p\ 3-(Trifluoromethyl)-3-(m-aminophenyl)diazirin 
(TR1MID, hergestellt nach Dolder et al. (1990) J. Prot. Chem. 9, 407-415) in Tetrachlor- 
kohlenstoff werden 6 ml Aceton gegeben. ProtelnlOsung und Reagens werden in einem 100 
ml Rundkolben gemischt und wfihrend einer Stunde be! 70°C rQckflussiert. Die Reaktionsld- 
sung wird anschliessend dreimal mit je 30 ml Heptan/Essigsdureethylester (6:3 v/v) extra- 
hiert und die organiscbe Phase verworfen. Die Wasserphase wird Ober Nacht lyophilisiert. 
Das trocken Produkt wird in 6 ml 0.4% (w/v) Natrium Dodecylsulfat in PBS (150 mM 
NaCl, 5 mM Natrium Phosphat pH 7,4) suspendiert und beschallt bis die Ldsung klar 1st. 
Zur weiteren Reinigung wird das Produkt an Sepbadex G-15 medium in PBS 



WO 91/16425 



PCT/CH91/00085 



5 

chromatographic und die vereinigten proteinhaltigen Fraktionen 48 Stunden gegen H 2 0 
bidest dialysiert (Spectrapor cut off 6000-8000). Nach Lyophilisation wird das Produkt bei 
-20°C aufbewahrt. 

Beiegen der "inerten" Oberfldcbe 

Die Reaktionsgefdsse der Titerplatten (Nunc-Immuno Module, Polysorp F8) werden mit je 
40 jd Photolinkerpeptid in H 2 0 (entsprechend 1 nMol TRIMID-deriviertem Rinderserumalbu- 
min) versetzt. Der Boden des Reaktionsgefisses soli gleichm&ssig benetzt sein. Die Reak- 
tionsgef&sse werden anschliessend am Wasserstrahlvakuum w&hrend einer Stunde bei 
Raumtemperatur getrocknet. Der art belegte Titerplatten kdnnen lichtdicht verpackt bei 
-20°C mindestens 3 Monate aufbewahrt werden. 

Applikation der BiomolekQle und lichtinduzierte Immobilisierung 

Die zur Immobilisierung eingesetzten Biomolekule (Liganden) werden in einem beliebigen 
Puffersystem geldst (z.B. 1 mg Streptavidin in 2 ml PBS) und bis zur gewQnschten Endkon- 
zentration (z.B. 10 bis 1000 pMol Streptavidin pro 30 jil) verdtinnt. Die mit Photlinkerpeptid 
belegten Reaktionsgefdsse werden mit 30 //I Ligandl&sung versetzt und zwei Stunden bei 
Raumtemperatur am Wasserstrahlvakuum getrocknet* Zur Photoaktivierung werden die Reak- 
tionsgef&sse 5-30 Minuten der Strablung von UV Licbtquellen (z.B. parallel angeordnete 
UV (366 nm) Rflhren, Silvania F8T5/BLB USA, 8 Watt oder Quecksilberdampflampe HBO 
350, Osram mit der auf Seite 11 beschriebenen Filterkombination) ausgesetzt, und anschlies- 
send je 5 mal mit PBS, 5 mal mit und zweimal mit Alkohol gewaschen. 

Quantitativer Nachweis der Immobilisierung 

Die Immobilisierung von Streptavidin wird durch Zugabe von radioaktiv markiertem [ 14 C]- 
Biotin quantifiziert. Nach beschriebenem Verfahren immobilisierte Immunoglobuline kdnnen 
mit einem zweiten Antikdrper komplexiert werden, welcher alkalische Phosphatase kovalent 
gebunden trflgt und somit das Substrat p-Nitrophenylphospbat umsetzen kann. Freigesetztes 
p-Nitrophenol wird durch Abs rpti nsmessung (405 nm) in kommerziell erbftltlicben ELISA- 
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Reader Ger&ten quantltativ bestimmt. In analogem Vorgehen kann Digoxigenin markierte 
DNS gekoppelt und ttber anti-Digoxigenin Antikflrper und alkalische Phosphatase nachgewie- 
sen werden. 

Die kovalente Immobilisierung von BiomolekOlen verschiedener Klassen illustriert das brelte 
Anwendungsspektrum und grosse Anwendungspotential des weitgehehd standardisierten Ver- 
fahrens. Die Ausbeuten an gebundenen MolekQlen sind gut. Das Verfahren ldsst sich unein- 
geschrtakt in bestehende Analyseprozesse (z.B. ELBA) integrieren. Die Nacbweisempfind- 
lichkeit liegt im Bereich analoger Methoden, welcbe auf thermo-cbemischer Immobilisierung 
beruhen (z.B. Ausbildung einer Amidblndung, Borbydrid Reduktion). Nebst der Unabh&ngigkeit 
von funktionellen Gruppen am LIganden und der Unabhfingigkeit von einschrfinkenden Reak- 
tionsbedingungen, sind die Mehrf achverwendung antigen-belegter Mikrotiterplatten und die 
einfach durchfohrbare Kopplung von Proteinen und NukleinsSuren von analytischer und 
verfahrenstechnischer Bedeutung. 

Das Verfahren stellt erstmals eine anwendbare, erprobte Methode zur Immobilisierung von 
BiomolekOlen dar, die bis zur Marktreife entwickelt werden konnte. Ein bedeutender Vorteil 
des beschriebenen Vorgehens ist die Tatsache, dass Diazirine bei fensterglas-gefiltertem 
Tageslicht gehandhabt werden kdnnen. Ihre Aktivierung erfolgt bei 350 nm mit kommerzieli 
erhaltlichen BeleuchtungsgerSten* 

Beispiel einer Anwendung der Zwei-Schritt Immobilisierung 

Das Verfahren soil anhand der Sequenzanalyse eines Hexapeptides dargelegt werden. Stell- 
vertretend ffir blologisch aktive Peptide die in Kdrperfliissigkeiten in grosser VerdQnnung 
vorkommen, wird ein lftsUches Peptid mit der Axninosfiuresequenz NH 2 -Leu-Trp-Met-Arg- 
Phe-Ala-COOH in das Verfahren eingesetzt. Photoki^plung des Peptides an Dlazirin-deri- 
vierte Glasfaserfilter und anschliessende Sequenzanalyse nach Edmann werden beschrieben. 

Herstellung von photoaktivierbaren Glasfaserfiltern 

GlasfaserfUter (z.B. GF/C, Firma Whatman) werden mit wasserfreier Trlfluoressigsflure wflb- 
rend 1 Stunde bei Raumtemperatur aktiviert und mit 3-(TrIaethoxysilyI)-propylamin umge- 
setzt. Nach Auswaschen des Reagensflberschusses wird di Glasfasennembran bei 50°C (1 
Stunde) behandelt. Der Grad der Belegung mit Aminofunktionen wird analytisch bestimmt. 
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Im Mittel werden 10 bis 15 nMol Aminof unktionen pro mg G las fas erf ilter nachgewiesen. Die 
cheznische Kopplung von 3-(Trifluoromethyl)-3-(m-isothiocyanophenyl)diazirin an aminopropy- 
liertes Glas erfolgt mit einem 10-fachen Ueberscbuss an Vernetzer. (Zur Herstellung von 
Arylazidglas wird in analoger Weise das aminopropylierte Trdgermaterial mit 4- 
Azidophenylisothiocyanat umgesetzt). Die Reaktion wird bei 40°C in Cyclohexan durchge- 
ftihrt und 1st nacb 90 Minuten beendet. Die derivierten Glasfaserfilter werden anschliessend 
durch Filtration mit organischen Ldsungsmitteln gewascben. 

V 

Photokupplung des Peptides 

Zur Photokupplung wird das Peptid (500 pmol, geldst in 15 jd Wasser) auf den photoakti- 
vierbaren Glasfaserfilter aufgetropft, mit Argon umspQlt und wfihrend 16 Minuten mit gefil- 
tertem Licht einer Quecksilberdampflampe (HBO 350, Osram, 200 Watt Ausgangsleistung) 
bestrahlt. Die gewfihlte Filterkombination (WG 320 Langpassfilter, Finna Schott; 1 cm 
gesSttigte Kupfersulfatldsung) bewirkt, dass Licht der Wellenl&nge unter 320 nm wirksam 
absorbiert wird. Nach der Photokupplung wird der mit dem Peptid belegte Glasfaserfilter 
mit Ldsungsmitteln unterscbiedlicber Polaritfit gewaschen (NaCl, 1 M; Wasser; Ethanol; 
Chloroform; Toluol). 

Sequenz analyse des, durch Photoaktivierung gekoppelten Peptides 

Zur Sequenzanalyse eignet sich das Gasphasen-Sequenzverfahren. Die Kopplungseffizienz, 
gemessen an der Ausbeute der N-terminalen Aminosfture betrlgt 10%. Aus Kontrollversu- 
chen, die mit photoaktivierbaren Glasfaserfiltern und Hexapeptid, jedoch ohne Lichtaktivie- 
rung durchgeffthrt werden, kann keine Sequenzinformation abgeleitet werden. 
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PATENTANSPROCHE 

1. Verfahren zur lichtinduzierten Immobilisierung von BiomolekQlen (z.B. Eiweiss-stoffen, 
Nukleinsfiuren, Kohlehydraten, Lipiden) zum Zweck einer analytiscben, diagnostischen, 
medizinischen und/oder gewerblichen Verwendung dadurcb gekennzeichnet, dass Bio- 
molekQle, in monomolekularen Scbicbten auf photoaktivierbare Trdgermaterialien durcb 
Einstrahlen von Licht Oder Applikation elektrischer Energie kovalent gebunden werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurcb gekennzeichnet, dass EiweissmolekQle, Kohle- 
hydrate oder Nukleinsiuren zum Zweck der cbemiscben Analyse und/oder Strukturauf- 
kldrung auf photoaktivierbare Trdgermaterialien kovalent gebunden werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass immunologisch aktive Mole- 
kQle (z.B. Antigene, Antikdrper, Haptene) unter Erhaltung der biologiscben Aktivitfit 
auf photoaktivierbare Trdgermaterialien kovalent gebunden werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 3 dadurch gekennzeichnet, dass biologisch aktive Mole- 
kQle, insbesondere Enzyme, Rezeptoren, immunologisch aktive MolekQle zum Zweck der 
Herstellung von Biosensoren photocbemisch oder durch Applikation elektrischer Enger- 
gie immobilisiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass EiweissmolekQle, Lipide 
und/oder Koblehydrate zwecks Vermeidung der Abstossung kdrperfremder Substanzen 
pbotochemisch auf Oberfl&chen von Implantaten kovalent gebunden werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 dadurcb gekennzeichnet, dass BiomolekQle, insbesondere 
EiweissmolekQle oder Telle davon, zum Zweck der Herstellung von molekularen Schalt- 
elementen pbotochemisch oder durch Applikation elektrischer Energie immobilisiert 
werden. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

International AppOeatJon No PCT/CH 91/00085 



I. CLA8»1F1CATI W V aWJICT MATT1W 01 aaviral daaaHteallon aymbola apply. Indict* all) * 



According to International Patent OaaHficatlon (IPC) or to both National Clarification and IPC 



Int. CI. 



C12N 11/06 



II. FIELOS SEARCHED 



Minimum Documentation Saarchad ' 



Classification Sy«t*m | 



Clastiflcation Symbol* 



I 



Int. CI 



C12N 



Documentation Searched other than Minimum Documentation 
to tha Extant that auch Documonts ara Included In the Flelda Searched • 



111. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT • 



Category • | Citation of Document. 11 with Indication, where appropriate, of the relevant passages » | Relevant to Claim No. " 



JOURNAL OF LIPID RESEARCH 
Vol. 25, 1984, New York 
pages 1010 - 1012; Lingwood, C.A.: 
"Production of glycol ipid affinity matrices 
by use of heterobifunctional cross linking 
agents", see the whole document 



US, A, 4597999 (LINGWOOD, C.A.) 1 July 1986 

see column 3, line 20 - column 4, line 68 
see column 6, line 50 - column 7, line 15 



US, A, 3959078 (GUIRE, P.E.) 25 May 1976 
see column 5, line 38 - column 6, line 20 



EP, A, 175973 (0RGAN0GEN) 2 April 1986 
see claims 1-2 



1-6 



1-6 



1-6 



1-6 



./. 



* Special categories of cited documenta: » 

*A M document defining the general state of the art which la not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the International 
filing date 

document which may throw doubts on priority clalm(a) or 
which la cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other meane 

"P" document published prior to the International filing date but 
- later than the priority date claimed 



H r later document published after the international filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

M X M document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive atap 

"Y M document of particular relevance;' the claimed Invention 
cannot be considered to involve an Inventive atep when the 
document la combined with one or more other auch docu- 
menta, auch combination being obvious to a person skilled 
In the art 

document member of the aame patent family 



IV. CERTIF1CATI N 



Date of the Actual Completion of the International Search 

25 June 1991 (25.06.91) 



Data ol Mailing olthla International Saarch Raport 

18 July 1991 (18.07.91) 



International Searching Authority 

European Patent Office 



Signature of Authorized Officer 



Form PCT/1SA/210 /second sheet) (January 1985) 



International Application No. pCT/CH 91/00085 



-2- 



III. DOCUMENTS C NSIDERED TO BE RELEVANT (CONTINUED FR M THE SECOND SHEET) 



Category * 



Citation of Document, with Indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to Claim No 



I 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

Vol. 13, No. 174 (C-589)(3522) 25 April 1989, 

& JP-A-01 5489 (FUJI F0T0 FILM CO LTD) 

10 January 1989, 

see the whole document 



BIOCHEMISTRY 

Vol. 20, No. 24, 1981, EAST0N, PA US 
pages 6754- 6760; Vanin, E.F. et al.: 
"Synthesis and application of cleavable 
photoactivable heterobifunctional reagents" 
see the whole document 



1-6 



1-6 



Form PCT1SA/210 (extra sheet) (January 1985) 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 
ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. 



CH 9100085 
SA 45989 



This annex lists the patent family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned international search report 
The members are as contained in the European Patent Office EDP file on 

The European Patent Office is in no way liable for these particulars which arc merely given for the purpose of information. 25/06/91 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 


US-A-4597999 


01-07-86 


None 




US-A-3959078 


25-05-76 


None 




EP-A-175973 


02-04-86 


DE-A- 3435744 
AU-B- 585253 
AU-A- 4769085 
CA-A- 1267082 
JP-A- 61090060 
US-A- 4716122 


03-04-86 
15-06-89 
10-04-86 
27-03-90 
08-05-86 
29-12-87 



For more details about this annex : see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 



Internationales Aktcozdchim 



PCT/CH 91/00085 



I. KLASSJFI RATION DES ANM ELD UN CSC EC ENST A NDS (bd mehreren Klassifikatlonssymbolen sind atte anzugeben) 6 



Nach der Internal ion a] en Paten tklassrflkal Ion (IPC) oder nach dcr nationalen Klasslflkatlon and der IPC 

Int.Kl. 5 C12N'll/06 



II. RECI IERCI IIERTE SACHGEBIETE 



Recherchlerter Mlndcstprufstoft 7 



Wassiftkationssytem 



KJassifikallonssymbole 



Int.Kl. 5 



C12N 



Rechcrchferie nlcht zam MfndcstprOfstnff gehdrende Verdffcntlichungen, soweit dlese 

u titer die rccherchiertcn Sachgcbfete fallen 8 



III. EOMSCtlLACIGE VEROFFENTUOIUNGEN 9 



1 Art." 


KennzeichDting der VereffentHdning" , soweit erforderlich nnler Angabe der maBgeblicfaen Teile 11 


Betr. Ansproch Nr. u 1 


X 


JOURNAL OF LIPID RESEARCH 

vol. 25, 1984, NEW YORK 

Selten 1010 - 1012; Llngwood.C.A. : 

"Production of glycol 1pid affinity matrices by 

use of heterobifunctlonal crossllnklng agents" 

siehe das ganze Dokument 


1-6 


X 


US,A,4597999 (LINGWOOD.C.A. ) 01 Jul1 1986 
siehe Spalte 3, Zelle 20 - Spalte 4, Zelle 68 
siehe Spalte 6, Zelle 50 - Spalte 7, Zelle 15 


1-6 


X 


US, A, 3959078 (GUIRE.P.E.) 25 Mai 1976 

siehe Spalte 5, Zelle 38 - Spalte 6, Zelle 20 


1-6 


IX 


EP, A, 175973 (0RGAN0GEN) 02 April 1986 
siehe Anspriiche 1-2 


1-6 



° Besondcre Kategorlen von angegebenen Verdfrcntlicnnn^en 10 : 

"A* VertfffentHchartffp die den allgemeinen Stand der Tech n Ik 
deflnfert, aber nlcht a Is besonders bedeutsam anzoseben tst 

*E* ftlteres Dokomenf, das fedoch erst am oder nach dem Interna- 
tfonaicn Antaddedatnm vereffenillcht worden 1st 

"L* VeTttfTenUicnang, die godgnet bt, efnen Priori tfitsanspruch 
zwdfdhaft erschdnen zo iassen, oder dnrch die das Verdf- 
fentlichongsdafttra dncr anderen im Recherthenberfcht ge- 
naoaten VerdfTentliehong belegt werden soil oder die ans elnem 
anderen besonderen Grand angegeben 1st (rrle ansgefBhrt) 

"O* Verttffentllctrang, die sicfa anf dne mOndllche Offenbarong. 

dne Beaotznng, dne Aosstdlnng oder andere MaOnahmcn 
bezieht 

*V" Verttffentllcbang. die vor dem Intereatfonalen An melded a- 
tmn, aber nach Meat beansprachfen PrloriUlsdatum verWfcnt- 
Itcht warden bt . 



*T* Spat ere VerdfTentllcnunc, die nach dem Intcrnnllonalen An- 
mddcdatnm oder dem Priiiritatsdarom vcrdffcntlicbt worden 
1st and mft der Anmddunn nlcht kotHdlert, sondern nnr zum 
Verstflndnts des der Erflncfong zagronddlegenden Prfnzfps 
oder dcr Ibr zogranddlegendcn TheorJc angegeben 1st 

'X* Vcrtiffentlichung von besooderer Bedeutong; die beansproch* 
to Etfindong kann nlcht all nen oder auf crfinderischer TStlg- 
keft benthend betrachtet werden 

*Y* Vcrfiffcntflchung von brsonderer Bedentong; die beanspracb* 
to Erflndnng kann nlcht als attf erflnderiscber Tiltigkeit be- 
ronend betrachtet werden, wenn die VertiTentllchttng mlt 
dner oder menreren anderen Veibffcntllcbungcn dleser Knte- 
. gorie In Verblndong gtbracht wlrd and dlese Verblndung fUr 
dnen Pachmnnn nabcliegcnd 1st 

Verdffentlichang, die Mltfjlfcd dersdben Patentfarallfe ist 



IV. BES 



MICUNG . 



Datum des AbschJ esses dcr IntersariooaJen Recherche 

II 25.JUNI 1991 



Internationale Recberchenbehdrde 

EUROPAISCHES PATENTAIVTT 



Absendedatnm des Internationales Recherchenbericfats 

1 a 07. 91 




tlgten Redfenstefen 

Y BRA F. 



FoniSMt PCTASA/2IO (Blatt Z) (Ji 



5) 



Intfrnatfonalcs Aktcnzeidicn 



HI- ONSaiLAGIGE VEROFFENTUaiUNGEN (Fortjetzong von Btatt 2) 


Art " 


Kennzdchnung der Verdffentlfchong, sowril crforderiich enter Angabe dor maflgcfaltdicn Tdle 


Retr. Ansprodi Nr. 


X 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 13. no. 174 (C-589M3522') 25 Aorll 1989 

& JP-A-01 5489 (FUJI FOTO FILM CO LTD) 10 Januar 

1989, 

slehe das ganze Dokument 


1-6 


A 


BIOCHEMISTRY. 

vol. 20/ no. 24, 1981, EASTON, PA US 
Selten 6754 - 6760; Vanin.E.F. et al: 
"Synthesis and application of cleavable 
photoactlvable heterobl functional reagents" 
slehe das ganze Dokument 

■ 

"\ 


1-6 



Fomfatrft PCT/ISA/110 (Zoutzbofa) (Jnnr 19851 



ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT 

UBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. CH 9100085 



SA 45989 

In diesem Anhang sind die Mitgliedcr der Patrntfamilicn dcr im obcngennnnten tntcrnationalen Rechcrchcnbertcht angefuiirten 
Patentdoknmente angegeben. 

Die Angaben fiber die Famftieranitglicder cntsprcchen dcm Stand der Data dcs Kuropntschcn Patcntamts fim 

Diese Angaben dienen nor tut Untcrrichtimg and crfolgcn ohne Cewfihr. 25/06/91 



Im Rccherchcnhericht 
angefChrtes Patentdokument 


Datum dcr 

VcrofTenf Itrhtinp 


Mitglicd(cr) dcr 
Patentfamilie 


Datum der 
veroitentiictning I 


US-A-4597999 


01-07-86 


Keine 






US-A-3959078 


25-05-76 


Kelne 






EP-A-175973 


02-04-86 


DE-A- 


3435744 


03-04-86 






AU-B- 


585253 


15-06-89 






AU-A- 


4769085 


10-04-86 




r 


CA-A- 


1267082 


27-03-90 






JP-A- 


61090060 


08-05-86 






US-A- 


4716122 


29-12-87 





Ffir n&here Emzeiheiten tu diesem Anhang : siehe Amtsblaft dcs Rm-onaischrn Patenfcimt.c, Nr. 1 2/82 



